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Beschreibiwg Nach MaBgabe der verfahrensseitlgen Erfindung 1st vor- 

g«eh«i, daB der zum Zielgen komplcmenlHre Bereich 

Die Erfindung betrim ein Verfahren nach dcm Oberbc- hifchjtens 49 Eufcinanderfolgenderi NuUcotitlpaare aitf- 

grifT des Anspruehs 1. Sit betrim femer ein Medikament weist 

uwl cine Vferwcndung doppcHtritngiBcr OBgoribonukleo- i Boi den erfindungsgcmyBen Oligonbonukleolidra ban- 
tidj. 1 delt es sich urn solehe, die zumlndest abscnmtisweise etne 

Bin seiches Vcrfehren isi au* der nachvcrSrTcniliehtcn deftnicrte NuktcotMscqww. aufweiscn. Der definicrsc Ah- 
WO 99/32619 bekann!. Das bekannte Verfahreniieltaufdie jchnilt kanrt auf den komplementUren Bereich betchtSjiki 
Hemmung der Expression von Genen in Zellen von Inverte- sein, Et kann aber auch sein, daB du doppeisiringige Otigc- 
bralenab.DaiuliSoerrofderilch,da8da»doppebufln6ige to ribonukieolid tasgesatnl cine definitise Nukleolidsequenit 
Ougcribcnuklwiid eine turn Zielgen identische Sequent oufweist. 

mil cincr iJinge von minrkjlcns 50 Bason aufwoist. Zur Er- Es hat sich UbcrrajclKmdcrwoisc gcicigt, bci 
zietung drier effirienten Hemmung ist eine LSnge der iden- einer Linge des kornple meniSren Bereich* von bbchsiens 49 
lisehen Sequew. von 300 bis tOOO Basenpaare erforderlich. Basenpaaren eine wirksaroe Hemmung der Expression des 
Der IfcmeUungsauiwaitd eines sotchen Oiigoribonukleo- 15 Zielgens eneicht werden kann, Emsprecbcnde Oligoribonu- 
tids isi hoch. kteotide ScBnnen rail geringerem Hersieliungjaufwand be- 

Die DE 196 31 919 C2 beschreibl eine Anli-Sino-RNA rcilgestelK werden. 
mil besersderen SekundSntrukiuren. wobei die Anti-Sinn- Insbescndere dsRNA mil einer Unge von mehr sis 50 
RNA fn Form dries sic kodlcrewten Vekiors vorlicgt, Bui Nuklcotidpaarat induirica in SiiugttzeHcn und hutmmun 
der Anti-Sinn-RNA handeli es sich urn ein RNA-MotekUl 20 Zellen bestimmle zsllulJreMechamiraen, it, B. die dsRNA- 
das komplemeritar ?n Bcrciehcn der mKNA ist. Durch Bin- abhSngigc ProtcInWnasc odcr das 2*5A-Sy»tcm. Das IBhit 
dung an diese Bereiche wird eine Hemmung der Gcnexprcs- aim Verschwinden des [torch die cine delmiwte Sequeni 
sion bewirki, Dlesc Hemmung kann insbescndere zur Dla- aufweisende dsRNA verrcitiellen Intcrferenicttektcs Da- 
gnoseund/oderThcr8pievonErkiankungcn,z.B.TumoTer- durch wird die Proteinbiosyntbese in der Zelle Mocklen. 
krnnkungen Oder vlroien Infekiiorten, cingeseuu werden. - 25 InsbesonderedieserNrjebteil wird durch die vorliegendeEr- 
Dic Anti-Sinn-RNA muB nschlciligcnveise in cincr Mcngc Rndung besoiligt. 

in die Zcile eingebrachi werden, die mindesiens genauso Weiterhm iit die Auroahme von dsRNA mil kurzer Ket- 
groB wie die Menge der mRNA ist. Die Wrksamkeil der be- leniSngt in die Zeiie bssw, in den Zcttkem gegenUber iSnger- 
kann«n Anit-Sinn-^rfahren 1st nictii besondtr* hoch, keiiigen dsRNAs deutlich crleichtert. 

Aus der US 5,712,257 in ein Medikament bekiwnl, das » Sofem dsRNA ais Wirksusff benuui wird, hot es sich als 
rehlgepaarle doppc IsUHngige RNA (dsRNA) und biologi sch voneiihaft erwiesen, daS die dsRNA verpackl in mlccliaftt 
oktive fehigepaortc BntchslUcke von dsRNA in Form eines Slrukttiren, voreugsweisc in liposomsn, vorliegl. Die 
icmUren Komplexcj mil etnem obcrftSchcnaktivcn Miucl dsRNA kann gleicbfate in viralc nalUrticbc Karaidc odcr in 
enthaii. Die dabei verwendetc dsRNA besteht aus synlhe- auf chemischem oder erffiymaiischem Weg hergeswllte 
tisch hcrgcsielltcrt NukteinsBurccinictsirangcn ohno defi- 35 kUnstlieheKapsideodcrdavonBbgctcitctoStrukturencingc- 
nlerte Bascnscqueni, Die EinielslrSnge gchtn nlchi-rcgu- schlossen sein, - Die vorgenannten Merkmile ermOglichen 
lure, sag. "Nichi-Watson-Crick'-Basenpaaningen miicinan- ein Einschieusen der dsRNA in vorgegebene Zielielien, 
der ein, so daS rehlgepaarte Doppe tslrfinge gebildet werden, Nach einem weileren Ausgeslaltungsmerkmai welsl die 
Die bekartnte dsRNA dient zur Hemmung der Verntchrung dsKNA 10 bis 1000, vorzugsweisc 15 bis 49, Basenpaare 
von TtMrovircn, wie HIV. Die Verntchrung des Virus kann <«> auf. Die dsRNA kann also Itogcr als der aim Zielgen kam- 
gehemrai werden, wenn mchtsetmenMpeiifische dsRNA in plememarts BereSeh sein. Der komplemeniare Bereich kann 
die Zellen etngebracht wird, Es kommt dabti sw einer In- endstflndig angeordnet oder in die dsRNA eingeschaltel 
dukiion von Interferon, wodureh die Vtrusvermehrung ge- sein, Eine sotche dsRNA biw. ein zur Kodlerung dersetben 
hemmi werden sol). Der hernmende EITekt biw. die Wirk- vorgesebener Vektor kBctnen synihetisch biw. eniymaiisch 
satRkeit dieses Verrshreni inl gering. « mil gBngigen VcrTahren hergestelil werden. 

Aus Fire, A. ct. nl. NATURE, Vol 391, pp. 806, istes be- Das Vi hernmende Gen wird iwcckmBEigerweise incuka- 
kannt, daB dsRNA, dcrcn cincr Strang abschnimwcisB kom* ryontischen Zellen cxprimicrt. Das Ziclgcn kann aus der fol- 
plementar zu einem hi hemmenden Gen eines Fadenwurms genden Gruppe atugewahlt sein; Onkogen, Cyiokin-Gen, 
Hl.dicHiiprcijiondiMcsUcnsmllcincrhohcnWi.ksamkeU Id-Protcin^Jcn. Emwkklungsgcn. Priongcn, Es kann auch 
hemmi,Es wird die AurTassung venretcn, daB die besondere » in pathogenen Organiimen. vonugsweiie in Plasmodien, 
Wirksamkeit der verwertdeten dsRNA in Zellen des Faden- exprimierl werden. Es kann Besiandteil eines, voraugsweise 
wurms nicht auf dem Antl-Slnn-Priwlp berubl, sondem humanpathogenen. Virus oder Vtroids sein. - Das vorge- 
mogiieherwels* auf katalyiSsche Eigenseban.cn der dsRNA jcWagene Medikameni ertaubt die TTterapie geneUsch ge- 
»r.w. durch sic induxicrte Enxymo wtrdcbajfUhrcn ist - sicucner Xrankhcitcn, Z.B. Krebs, viralcr Erkranltungcn 
Ober die Wirksamkeit spezinscher dsRNA in being aur die ss oder Morbus Afcheimer, 

Hemmung der Genexpression, inshtsondere in SHugenteilen Das Virus oder Viroid kann auchein tier- oder planBenpa- 
und humancn Zcllsn, 1st in diesem Artikel nichts ausgesagl. thogenes Vuus oder Vtroid sein. In diesem Fall erlaubl das 

Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es, die Nachieiie erfindungsgemaBc Mcdikamenl auch die Behandiung von 
nach dom Stand der ttchnik «j bescitigen, Es soli insbeson- Tier* odcr PfUnacnkrinkhcitcn. 
dere ein mCgUchst cfMentes Verfahren, Medikament bzw. en Nach einem weileren Ausgestaliungimerfcmal ist die 
eine mogltrfisteffiriente VewendungxurHerstellung eines dsRNA absthnituweise doppeUtrtlngig ausgcbildet. Der 
Mtdlkamcnls angegeben wettlen, mil dem/dcr eine beson- kompiementlire Bereich bus zwei separaten RNA-Einzel- 
ders wirksame Hemmung der Expression eines vorgegebe- jtrfingen oder aus selbslkomptcmenlHren Bereichen eines, 
nen Gens bewirkbar isi. vortugsweise itrkulSr ausgebitdeien, topotogiseh geschtos- 

Diese Aufgabe wird dureh die Merkmale der Ansprilehe 6S scnen RNA-Einzeislrangs gebildet wird. 
1 . 2, 33, 34 und 66 und 67 gelOsl. VwlcilhaHe Ausgeslallun- Die Enden der dsRNA konnen modiliilcn werden, um ei- 
gen ergeben sich bus den Ansprtlchen 3 bis 32, 35 bis 65 und nem Abbau in der Zelle oder einer Dlssoiialton in die Bin- 
68 bis 100. zetsirtlnge enigegetwuwirken. Eine Dissoiialion trill insbe- 
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sondere bd Verwendung nicdriger Konzenirationen oder ties vorgegebenen Gens voigesehen, wobei dn Strang der 

kurar KeiienlBngcn auf. Zur besowicrs wirksamen Hem- dsRNA zumindest abwhnittsweise komptememSr zu die- 

mung der Dictation kann der durch die MuktcoU'dpstlire sem Gen ill. - Ei hai rich ilberrasebend gezdgt, daB cine 

bewirkte ZusammenhsH des komplementaren Berdchs seiche djRNA rich als Medikanwnt zur Hemmung der Ex- 

durch mindistens cine, voreugsweisc 2wd, vreiicrc chemi- s prejjioti cine* vorgegebenen Gcra in humanen Zdlcn dg- 

schc Verknllpfung/en ethohl werden. -• Bine erftndwigsge- net, Die Hemrming wlfd im Vergldeb zur Verwendung dn- 

maBc dsRNA, dcrert Dissazlation vcrminricrt 1st, weisi cine TdstiSngiger Oligoribomiklcolide bcrcits bci Konzcniratic- 

hahere Stabilitst gegen enzy mslischen und chemischen Ab- mm bewirkt, die urn mindesteni doe GroBenordnung niedri- 

bau in der Zelie bxw. im Organismus auf. ger sind. Das er findungsgemBfie Medikament isihoch wiik- 

Insbejondere bci Verwendung eines erfindungsgemiiScn 10 sam. Es sind geringere Nebenwirkungcn zu erwsrien. 

Vektors kann dtr komplsmenltre Bcreich aus sdbakomple- Nash weiierer MaBgabe der Erfindung ist dn Metflka- 

mcmHrcn Bcrdchcn drier RNA-Haamedeischldfc gcbi!dct man mit mlndcstcns einem Ycktor zur Kodierung doppd- 

wird. Die Nukleotide sind im S'cbidfenberdeb zwischen der rtrangiger Oligcribonukleotide (dsRNA) zur Hemmung der 

doppelsirangigcn Strukturzum Schuir. vor Abbau zweckmli- Bxprcsilon eines vorgegebenen Gens vorgesehen, wobd ein 

Bigerweiie chemiseh modifiiiert. is Strang der dsRNA zumindwt absdutltuwdse komplemen- 

Die chemisette VerknUpfung wird zweckmaBigerweise tSr zu diescm Oen iit. - Dw vorgesehlagene Medikamem 

durch cine kovalenie oder iomscbe Bindung, dne- Wasscr- weisi die vorgenantilen ^rtdte auf. Durch die Verwendung 

stofibriickenbindung, hydrophobe Wechtelwirkungen, vor- dries Vektors konnen tosbesondere Herstellungskoswn em- 

zugsweisc van-dcr-Waals- otter ijlupcluttgawcchsclwirkun- gcsparl werden. 

gen, Oder dutch MetBil-Ionenkoordination gcbtldet. Sic 20 Nach dner besonders voneilhaften AujgejtaHung weist 

kann nach cincm bosondcr* vortcHhaflen Ausgcstaltungs- der kontplcmentarc Bcreich hochstens 49 aurcinwtdcrfo!- 

merkmdanmindesienseinem,\-wzugsweise8nbeidcn,En- gende Nukleolidpaare auf. - Es hai tich (iberraJchender- 

de/n des komplementaren Berdchs hcrgesielii werden. wdw gereigt, daB bereits bei einer Lange des kpmplerneo- 

Es hai sich weiter als vondthaA erwiesen, daB die chemi- iSren Bereichs von hiicbsteni 49 Baienpaaren dnc e mrictrtc 

sche Verknuprung mliielj dner oder mehrertr Verbindungs- » Hemmung der Espreisicn dss Zieigens errdchl werden 

gruppen gcbildcl wirtt, wobci die Vcrbindungagruppen vor- kann, EnUprcchcndc Oilgoribonukieoiide kttnnsn mil gerin- 

zug&webe Poly-fosyphosphlnicooxy-U-propandiol)- und/ gerero Herstellungsaufwand berriigeadli werden. 

oder Potyethylenglycoi-Kelten jind, Die chemische Vet- Nach weiterer MaBgabe der ErBndung in dne Vfcrweti- 

knUpfung kann auch durch in den komplementaren Berei- dung doppetauSngiger Oligorlbonukleotide zur Hersidiung 

chen amtdlc von FtKinen benmzte Purinanaiogo gebUdet » eines MedikamenuzurHemntung der Expression eines vor- 

werden. Von Vbrteil ist es femer, daB die chemische Ver* gegebenen Gens vorgesehen, wobei dn Sirang der dsRNA 

knllpfting durch in den kompiementttran Berdche tinge- zumindesi abschniusweise kompIemenUir tu dieiem Gen 

fuhric Awtbcnzolcinhciicn gcbildut wird. Sic kann auBer- ist. - OburrBschundcrwdss cignttt slch cine sokho dsRNA 

dem durch in den komplementaren Bereichen anstdle von zar Hersidiung eines Medikaments zur Hemmung der Ex- 

Nuklcoddcnbcnutzlovcr/.wdgtcNuklootidanaloga gcbildcl 3i prcssion cincs vorgegebenen Gcn«, Bd dner \fcrwcndung 

werden, * von dsRNA wird die Hemmung im \%rgleich zur Vbrwen- 

Es hai sich als zweckmaBig erwiesen, daB zur Herstellung dung einicbuingigcr OiigoribonukleoUde schon bei urn 

der chemischen Vcrknupfung mindestens eine der folgenden dne GruBenordnung geringcren Konzentrationen bewirkt 

Gruppen btnuia wird; Methylenbiau; bifunkiionelle Grup- Die ernndangsgemaBe Verwendung ermoglidtt also die 

pen. voraigswci5cBis-(2-chiorcshyl>-Bmln; N-accty]-N*-<P- 40 Hcrsudlung bcsonrlcrs wirksamcr Mcdikamcnic, 

glyoxylbenz6yl}-cvsiamin; 4-Thiouracil; Psoralen. Femer Nach weiterer MaBgabe der Erfindung (« die V%rwen- 

kann die chemische VerknUpfung durch an den Enrien des dung eines Vektors mr Kodierang doppelstrSngiger Oiigori- 

doppdsirangigen Bereichs angebrachie Thlophojphoryl- bonukleotide (dsRNA) zur Herstellung eines Medikaments 

Gruppen gcbildet werden. 'Vbraugswcise wird die chemi- atr Hemmung der Expression eines vorgegebenen Gens 

sche VerknUpfung an den Enden des doppdstritngigen Be- 45 vorgeschen, wobei cin Strang der dsRNA lumindest ab- 

reichs durch Tripelhelix-BIndungen hergestelli. schnittsweise komplememar zu diesem Gen ist. - Die Ver- 

Dic chemische Vcrkntiprung kann zwrxkmBfligcrwcisc wcndungcir^VdtiorscrniogtichtcinebEsondcrawirkiatnB 

durch ultraviolettes Ucht induzien werden. Genihcrapie. 

Nach cfnrr wtHiercn bcsowtcfs vciricilhBflon Ausgcaio!- Hi nslchtHch vortcitharicr Ausgcstattungcn des Mctlika- 

tung ist vorgeiehen, daB die dsRNA an ntindestens dn von io mcnts und der Verwendung wird auf die Beschreibung der 

einem Virus slammendcs, davon abgddteles oder dn syn- vorangegangenen Merkmaie verwiesen. 
thelisch hergesldllcs vlrales HilUprotein gebunden, dainil 

assoziiert oder davon umgeben wird. Das Hutiprotcin kann Ansfuhrungsbdspid 
vom Poiyomaviros abgctciict sdn. Es kann das HUllprotcin 

das Virus-Protein t (VP1) und/oder dai Virus-Proiein 2 H Mitids herkflmmiieher Verfahren ist ein aus dem cinzigen 

(VP3) d« Pdyomavitus enthallen. - Die vonjenannten Setjuenzprotokoil ersichtiieher RNA-Einzefstrang enzyma- 

Merkmaie erieiehtert weseoilich das Einflihren der dsRNA tlsch syniheiislen worden. 

indieZeile, Femer ist der dazu komplementSre BNA-Einzelstrang 

Vorzugswcise ist bei Bildung eines Kapsids otter kapsid- synUiotisicrt worden, AnschHcBcnd stnd der Einttistrang 

tutigen Geblldes nus dem Hullproiein die dne Sdte zura In- » und derdazu komplemenUtre Einzdstrang zur dsRNA verei- 

nertn des Kapsids oder kapsidartigen Gebiides gewandt nigi worden. Die so hergestellte dsRNA enihalt eine be- 

Das gebltdete Konstrukt in besonders stabil. Himmte DNA-Sequenz unter der Kontrolle des "inwnediate 

Die dsRNA kann zura primaren oder prozessierten RNA- early gene'-Prommors des Cyiomegalie vims. 
Transkript des Zidgens komplementSr tdn. - Die Zelie 

kann dne Vdiebmtenzdle oder eine measchliehe Zelie sein. 64 VersuchsprolDkoll 

Nach MaBgabe der Erfirtdung ist femer dn Medikarnent 

mil mindestens einem Oligoribonukieotid (dsRNA) mil Es wurde ein Plasmid-Vtktor konttruitrt. umer dessen 

doppelsuiinglger Slruktur zur Hemmung der Expression ci- Verwendung die benotigle dsRNA hcrgesielii werden 
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konnte. Fllr dessen Konstniktion wurden wurden Gligodw- die Inhibition auf der Ebene der Translation stailfindeL Ilier 
oxyribodukleotide als Primer fifr cine Polymerase-Keitenre- wurde die Transkripiion untersuchx Die hlermn erstmals 
aktioti (PCR) verwendet, von dwien tines die Sequem; elner beim Menschen beobachtcle Redu*ierur»B der Thtmkiipt- 
EccRI-Schniitstelle und d« T7-RNA-PolymerBje-Prarm>- Menge ernes Gens tn Gegenwart von dsRNA icigt deutllcn 
tors (5'-GCA ATT CTA ATA CCJA CTC ACT ATA GGC S dnc Hcmmung der Expression des unispTccbcndcn Gens un, 
CCA TCA OAT CTC TAG AAG-3"), das anderc die ciner Dieser Effckt ist auf einen neuartigen, dumb die dsRNA be- 
BaroHl-SehniltsicSie und rics STo-RNA-PolyrmsnBe-Pro- dingtcn Mechanismus turOcltturuhrcn. 
motors (5'-GGG ATC CAT TTA GOT GAC ACT ATA 

UAA TAG CO TGA TCO CGT AUT CCA TA-3 1 ) ens- Lileratur 
htelt. Dm liber hlnaus enlhldten dieje Pritnct an ihren 3'*En- IB „ „ ~ , 

dea identische biw. komplemcmare Bereiche zur kHuftich Asanuma, H., to, T., Yosbtda, T„ Dang, X. & Komiyama, 
erwcrblichon "positive control DNA" des HcLaScrtbc* Nu- M. (1999). Photorcguiation rkr Bilrtung und Disromiionct- 
etear Extract in vitro TranskriDtionskit's der Fa. Fromega. nes DNA-Duplcxes durch cls-trans-Isomerisierung einer 
die auch als Mairizc fUr die PCR diente. Die LBnge d« so Azotxmwlelnheit. Angew. Chem. 1 U, 2547-2549. 
ampIiSaerten DNA-Fragmentes betrug 4Q0 Basenpaare, JS Aihayeva, E, Azhayev, A„ Aurioia, H„ Tengvail, U., Urtti, 
wobei 340 Basetipaare der "positive control DNA" enupra- A. & LBnnberg, H. (1 997). Inhibitory properties of double 
chen, Naeh PCR wurde das Produkt mil EcoRI und BainHl helix, forming circular ob'gcnwteob'de*. Nuct - Acidj Rw > 
geschniiten. Als Kloniensngsvektor fUr das erhalwnc FCR- 25, 4954-4961 . 

Produkt dicnte d=r Veklor pDCIS. Es crfoiglc Transform*- CastcUi, J„ Wood, K. A. & Youic, R. J. £1998). "Die 2-5A 
Uon von E coli XLl-btue. Plasmid-DNA eines ausgewahl- w system ) n viral infection and apoptosls. Biomed. Pharmacol- 
ten Klons. dcrcn Scqucn?. durch particita Scqucralerung her. 52, 386-390. 

UberprUft worden war, wurde mil EcoRI bzw. BamHI linea- Dolinnaya, N. G., Blumenfeld. M„ Mercnkova, I„ Orets- 
rislen und als Matrize fUr cine in vilro-lVanskripUon mil knya, T. S., Krynetskaya, N. E, Jvimovskaya, M. U, Vas- 
SP6- bzw. T7-RNA-Polymerase verwendel (Riboprobe in seur, M, A Shabarova, Z. A. (1993). Oligonucleotide circu- 
viut; Transcription Systems, Fa. Promega). is iariiation by lemplate-dtpecttd ehemictd ligation. Necl. 

Zur Hybrldlsicrung wurden 500 pi der in Ethanol aufhe- Acids Res. 2t . 5403-5407. 
wahrteneintehtrlSngigenRNA durch Zemrifugation getailt, B*pen-BeMncon, A.. MHet, M. & Carbon, P. (1983). Fre- 
das geirocknete Vtllet in 30 ;il PIPES-Puflfer (pH 6,4) In Ge- cise localisation or several covalcnt RNA-RNA cross-tink 
genwart von 80% FbrmamJd, 400 mM NaCl und 1 tnM in Escherichia coli 16S RNA. Eur. J. Blochem. 136, 
EDTA aufgenommen, jeweiis 15 pi der kamptementilren M 267-274. 

Elnzelsirfinge xusamtnengegeben und fUr 10 tnin auf 85'C Fire, A., Xu, S., Montgomery, M. K„ Kosuo, S. A., Driver, 
erhicti. AnschlteBcnd wurden die Ans&ze bei 50%* Qber S.E.& Mello, C. C. (199B). Potent and specific genetic in- 
Nacht inkubicn und auf Raumtemperatur abgckllhlt. Unt icrfcrence by doublc-strandcd RNA in Cacnorhabdilis ctc- 
rtine dsRNA zu erhalien, wurden die einxclsirSngigcn gaits, Nature 391, 806-811. 

RNAs durch ciniclstrangspcadfischc RNwcn abgebaut. 35 Gao. H.. Yang, M, Patci, R. & Cook, A, F. (1995). Ctrculai- 
Hierzu wurden tu alien AnsStten in 300 pi Tris, pH7,4, SBtion of oligonucleotides by disulfide bridge formation, 
300 mM NaCl und 5 tnM EDTA 1 , 2 pi RNaie A (10 mg/mt) Nuc t. Acids Res. 23 , 2025-2029. 
und 2 pi RNaseT) (290pg/ml) sugegeben. Die AnsStze Gryaznov, S. M. & Letstnger, R. L. (1993). Template con- 
wurdeti l^i h bei 30°C inkubiert, Danach wurden die RNa- trolled coupling and recombination of oligonucleotide 
sen dureh Zugabc von 5 pi Proteinase K (20 mg/ml) und « blocks containing thtophosphoryl groups, Nucl. Adds Res. 
10Ml20%SDSundInkubaiionrer30minbei 37°Cdenatu- 21, 1403-1408. 

rtert. Die dsRNA wurde durch Phenol-ExtrakUon gereinigt KauFman, H. 3. (1999). Douhle-stranded RNA-acllvBted 
und mil Ethanol gefHUl. Das geirocknete Pellet wurde in protein kinase mediates virus-indured apoptosls: A new role 
15 pi TE-PufTer.pH 6^ aufgenommen. for an old actor. Pro*. Ntti. Acad. Sci, USA 96, 

*5 11693-U695. 

Testsystem mil menschliehem Zeltkeroextrakt Iipson, S. E, & Hearst, J. E (19B8). Psoralen cross-linking 

of ribosotnat RNA. In Mahods In Eniymology Anonymous 
Unler %rwendung des HeLaScribc* Noctear Extract in pp. 330-341. 

vitro Tr*nslmptUHukil-« der Fa. Promega wurdo die TW Liu, 2L U., Sargucil. 8. & SmiUi, C. W. (1998). Dclccuon or 

skriptionseRidew des oben angegebenen DNA-Fragments So a novel ATP-dependent cross-linked protein at the 5' splice 
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ir Hemmung dcr Expression eines vctf- 10 
gegebenen Zielgens in einer Zelie, wobei cm Oligori- 
bonukleotsd (dsRNA) mil rioppclstrftiglgcr Struktur in 
die Zeite eingefUhrt wird, wobei ein Strang dcr dsRNA 
zumlndest abschniuswelse komplemenUJr zum ZJelgen 
isi, dadurch Kcktnntdclinei, dafl der zum Ziclgcn is 
komplsmenliire Bereich hochstens 49 aufeinandcrfol- 
gende Nukteotidpaare aufweist. 

2. Verfahren zurHemmung dcr Expression eines vor- 
gegebenen Zielgens in cincr Zullc, wobei rin Vcktor 
zur Kodierung von Oligoribonukleotidcn (dsRNA) mil » 
doppclstrilngigcr Struktur zur Hcmrmmg dcr Expres- 
sion eines vorgegebenen Zielgens in die Zelle einge- 
(llhrl witd, wobei ein Strang der dsKNA zumindesl ate 
sehninsweise kompiememar mm Zielgen isl, dadurch 
geksnnieichnci, daB der zum Seigen komplementBre u 
Bereich hSebstans 49 aufcinamkrfoigewlo Nuklcafid- 
paare aufweist. 

3. Verfahren nach Anapruch 5 Oder 2, wobei die 
dsRNA in miceHarc Siruktursn, vorzugsweise in Upo- 
soroen, clngeschlossen witd. » 

4. Verfahren nach einem der vorhergehenden AnsprO- 
chc, wobei die dsRNA in virale nattlrliehe Kapsidc 
odur in auf chctroschcra odcr enzymatisehem Wig her- 
gestettic kUnsiliche Kapside oder davon abgeleitete 
Strukturcn clngeschlossen wird. K 

5. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspril- 
che, wobei die dsRNA 10 bis 1000, vorzugsweise 15 
bis 49, Basenpaare aufweist. 

6. Verfahren nach einem der vorhergehenden AnsprU- 
chc, wobei das Ziclgcn in eukeryomischen Zcllcn cx- « 
primlcrt wird. 

7. Verfahren nach einem der vorhergehenden Ansprll- 
che, wobei das Zielgen aus der folgendcn Ciruppe aus- 
gewahlt ist: Onfcogen, Cytokin-Gen, Id-Protein-Gen, 
Entwickiungsgen, Priongcn. 4i 

8. Verfahren nach einem der vorhergehenden Ansprtt- 
chc, wobei das Ziclgcn in pathogenen Organistim 
vorzugsweise in Plasmodien, eaprimiert wird. 

9. Vctralircn nochoinem do- vortiorgohcradcn Anspril- 
che, wobei das Zielgen Beslandtei! eines Virus oder VI- SO 
roids 1st. 

10. Verfahren nach Anspruch 9, wobei das Virus ein 
humanpaibogenes Virus oder Viroid ist. 

11. Verfahren nach Anspruch 9, wobei das Virus odcr 
Viroid ein tier- oder pflanzennathogenes Virus oder Vi- SS 
raid is!. 

12. Vcrrahrcn nach einem der vorhergehenden An- 
spruehe, wobei die dsRNA Bbschnittsweise doppel- 
sira'ngig ausgcbildct isl. 

13. Verfahren nach einem der vorhergehenden An* to 
sprOche, wobei der komplementftre Bereich aus zwei 
separaten RNA-EiiizelsuHngen oder aus selbstkomplc- 
mentaren Bereichcn eines, vorzugsweise zirkulllr aus- 
gebildeten, tepologiseh geschlossenen RNA-Einzel- 
sirangs gebildet wird. » 

14. Verfahren nach einem der vorhergehenden An- 



schleife gebildet wird. 

15. Verfahren nach einem rter vorhergehenden An- 
sprtlche, wobei die Nukleotide im Schieifenberekh 
zwischen dcr doppeistrsngigen Stnilctur zum Schutz 
vor Abbau chemisch modittztert sind. 

16. Verfahren nach einem der vorhergehenden An- 
spriichc, wobei dio Enden dcr dsRNA mcdiftzicrt wcr- 
dea, urn einem Abbau in der Zelle oder einer Dissozia- 
lion in die Einzelstrfinge entgegenzuwirken. 

17. Verrahren nach einem der vorhergebemfcn An- 
sprtlche, wobei der durcb die Nukleotidpanre bewirkie 
ZusammenhsH des komplcmcniaren Bcrcichs durch 
mindestens cine, vorzugsweise zwei, weitere chemi- 
whe VerfcnOpfungen crhehl wird. 

18. Verfahren nach einem der vorhergehenden An- 
sprUche, wobei die cbemische Verknllpftmg dutch elms 
kovalenic oder ionisehe Bindung, eino WiasMatofr- 
brttckenbindung, hydrophobe Weclwelwirkungen, vor- 
zugsweise van-dcr-WBals-odcrSiapclungswcchseiwir- 
kungen, oderdurch MeuU-Ioneakoordlnation gebildet 
wird. 

19. Verfahren nach einem der vorhergehenden An- 
sprUchc, wobei diechemisehe VerkntlpTung an minde- 
stens einem, vorzugswelie an beiden, Enden des kotn- 
plementaren Bereichs hergesteili wird, 

20. Verfahren nach einem dcr vorhergehenden An- 
jprilche, wobei die chemische Vericniiprtmg miltels ei- 
ner oder mehrerer Verblndungsgruppen gebildet wird, 
wobei die Verbiadungsgroppen vorzugsweise Poiy- 
(oxyphojphlBlcw»y-i,3-propandio]>- und/oder Poly- 
elhylenglycol-Ketten sind. 

21. Verfahren nach einem dcr vorhergehenden An- 
sptUehc, wobei die chemische VerknQpfung dutch in 
den komplementaren Bereichen anstelle von Purinen 
bcmiiztc Purinanaloga gebildet wird, 

22. Verfahren nach einem der vorite _ 
sprUche, wobei die chemische Verkntipftmg durch in 
den komplemcntfiren Bcreiche einBcfilhrle Azabentol- 
einheiten gebildet wird. 

23. Verfahren nach cincrn dcr vorhcrschcndcn An- 
sprtlche, wobei die chemische VerknUpfung durch in 
den fcompiemsniSrcn Bereichen anstelle von Nukieoti- 
den benutzte verzweigte Nukleoiidanaloga gebildet 
wird. 

24. Verfahren nach einem der vorhergehenden An- 



sprOche, wobei zur Herstellung der chemisehen Ver- 
kjiUpfun g mindcslcncs cine dcr folgendcn (jruppen in 
nuttl wird; Methylenblau; bifunktionelle Uruppei 



giyoxyt-benzoyt>cysiamin; 4-ntiouracit; Psoralen. 



koiuplemeniareri 



r RNA- 



An- 



den Enden des doppelstrangigen Berekhs angebreehie 
Thiophosphoryl-Oruppco gebildet wird. 

26. Verfahren nach einem der vorhergehenden An- 
sprllche, wobei die chemische VerknUpfung an den En- 
dtn des doppelsiriinglgen Bereichs durch Tripelhelix- 
Bindungen hergestellt wird. 

27. verfahren nach cincm dcr vorhergehenden An- 
sprtlche, wobei die dsRNA an mindestens ein von ei- 
nem Virus tiammendes, davon abgeleitetes oder ein 
synthetlsch hergesiellies virates HUllproieln gebunden, 
damtt assoziien oder davon umgeben wird. 

28. Vtrfahren nach einem der vorhergehenden An- 
serUehe, wobei das HUllprotein vom Polyomavirus ab- 
geieilet it). 

29. Verfahren nach einem der vorhergehenden An- 
sprOciw, wobei das Hailproisin das Virus-Protein t 
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(VP!) und/oder das Vim-Protein 2 (VP2) des Poly- 
omavirusenifcSilt. 

30. Verfahren nach einetn der vorhcrgehcnden An- 
sprUche, wobei bei Bitdung sines Kapsids oder kapsid- 
artigcn Gcbildcs bus dew HUllproicin die cine Scho 5 
mm Inneren des Kapsids oder kapsidartigen Gebiides 
gewandl ist 

3). Verfahren tract) einem der vorhcrgehenden An- 
sprltche, wobei die dsKNA lum primHren oderprotes. 
jicrtcn RNA-TVanskript des Zielgens kompleirientlu- to 
lit. 

32. Verfahren nach cincm dcr vorhcrgehcnden An- 
sprUche, wobei die Zeile eine VertehralenieUe oder 
eine menschltche Zeile hi 

33. Medikameni mit mindeiteni cinem Oligoribonu- li 
kieatid (dsRNA) mit doppeistrfingiger iftniktur kit 
Henmiung dsr Expression eine* vorgegebenen Ziel- 
gens, wobei cin Strang der dsRNA lumtndest ab- 
scriniitswcise koiriplemcnUtrisum Zielgen isl. 

34. Medikamentmiimindestenseinem VektorairKo- a> 
dierong von Oligoribonukleotidcn {dsRNA) mit dop- 
pclsirSngiger Struktur lur Hemmung der Expression 
eines vorgegebenen Zielgens, wobei ein Strang der 
dsRNA iUJtnindest abschnlllsweise kompIcwenlSr stum 
Zielgen felt. » 

35. Medikameni nsch Anspruch 33 oder 34, wobei die 
dsRNA verpackt trt miceilare Strakturen, vorzugsweisc 
in Uposornen, vorliegt. 

36. Medikamem nach Anspruch 33 oder 35, wobei die 
dsRNA in virale natUrliehe Kapsido oder in auf ehemi- » 
scbem oder eniymatlschem Weg bergestellle kUnstli- 
cbe Kapside oder davon nbgeleiteie Strukturen einge- 
schlosscn fst. 

37. Medikamem nach einem der AnsprUche 33 bis 36, 
wobei dsHNA 10 bis 1000. voraugsweisc 15 bis 45, 35 
Baienpaarc aufwdsl. 

38. Medikameni nach einem der Ansprllchc 33 bis 37, 
wobei das Zielgen in eukaryonlischen Zellen expri- 
mieibar fst. 

33. Mcdikamcnt nach cincm der AnsprUcho 33 bis 38, « 
wobei das Zletgen aus der folgenden CJntppe ausge- 
wahlt isi: Onkogen, Cytokin-Gen, !d-Proiein-Gen,Ent- 
wickiungsgen, Priongen, 

40. Medikamem nach einem der AnsprUche 33 bis 39, 
wobei das Zielgen in pathogenen Organismen, vor- « 
lugsweise in Piasmodien, exprimierbarist. 

4 1 . Medikameni nach cincm dcr AnsprUchc 33 bis 40, 
wobei das Zielgen Qesundteil eines Virus oder Vtroids 
isu 

42. Medikameni nach Anspruch 4], wobei das Virus » 
eln humanpaihogenes Virus oder Viroid 1st. 

43. Medikameni nach Anspruch 41, wobei das Vitus 
oder Viroid ein tier- oder pRanEenpathogenes Virus 
Oder Viroid ist, 

44. Medikamem nacheinemderAnsprilcbe 33 bis 43, ss 
wobei die dsRNA abschnittsweise dojupelstrlngig tws- 
gebiidel ist. 

45. Medikamem nach einem der AnsprUche 33 bis 44, 
wobei dcr komplcmcniiirc Bcrcseh hochstens 49 auf- 
eijjondcrfolgende Nukieotidpaare aufweisi. w 

46. Medikameni nach einem der AnsprUche 33 bis 45, 
wobei der kamplemcmire Dereich aui twei separalen 
RNA-Einttlllrilngcn oder aus selbslkomplemenlBren 
Bereichen eines, vorxugsweise rirkular ausgcbildeien, 
topologisch geschlossenen, RNA-Eintclsirangs gebit- a 
del ist. 

47. Medikameni nach einem der Ansprtlche 33 bis 46, 
wobei der koinpleiiientitre Bereich aus selbsUtompie- 



568 Al 

10 

mcntaren Bereichen einer RNA-Haamadelschleife ge- 
bitdei isi. 

48. Medikansem nach cincm der AnsprUche 33 bis 47, 
wobei die Nstkieottde im Schleifenbereich twischen 
dcr doppcislrfngigen Struklur turn Schutt. vor Abbau 
ehemisch modifiziert ist 

49. Mcdiktment nach cincm dcr AnsprUche 33 his 48, 
wobei die Enden der dsRNA modifiiiert sind, urn ei- 
nem Abbau In der Zeile oder einer Di woiiation in die 
EinictslrSnge enlgegenzuwirken. 

50. Medikameni nach einem der Ansprtlche 33 bts 49, 
wobd dcr dutch die Nukieoiidpaare bcwirkic Zusam- 
rnenhaii des komptemenUren Bereichs durch minde- 
tieni eine, voraigsweise iwei, weitere chemische Ver- 
knUptungenerhohlisi. 

51. Medikwwnl nach einem der AnsprUche 33 bis 50, 
wobei die ehenttsche VerknUpfung durch eine kova- 
ienle oder ionisebe Bindung, eine V^sserstoffbrUcken- 
bindung, hydrophobe Wcchsclwirkungen, vorzugs- 
weise van-c^-Waais- Oder Stapelungswechseiwtrkun- 
gen, oder durch Mctall-fononkoordinatiott gcbildel ist 

52. Medikameni nach rinern der Arapriichc 33 bis 51, 
wobei die chemische VerknUpfung an mindestens ei- 
nem, vorzugtweise an beiden, Enden des konspEcinen- 
tHren Bereichs hergesteilt isL 

53. Mcdikamcnt nach einem dcr Ansprtlche 33 bis 52, 
wobei die chemische VerknUpfung miMels einer oder 
mehrerer Verbindimgsgruppen gcbildel ist, wobei die 
Vcrblrtdungsgruppcn vomigsweise Poly-(oxyphosphi- 
nicooxy-l,3-propandicl>- und/oder PolyeihytenglycoJ- 
Ketlensind. 

54. Medikamem nach einem der AnsprUche 33 bis 53, 
wobei die chemische VerknUpfung dutch in den kotn- 
plementSren Bereichen ansieite von Purinen benume 
Purinanaloga gcbildel ist. 

55. Medikamem nach einem der Ansprtlche 33 bis 54, 
wobei die cheraisehe Verknilpfung durch In die kom- 
piemcnlSren Bereiche eingcschaUele Anaben2oleinhei- 
tcn gcbildel ist 

56. Mcdikamcnt nach elncm dcr AnsprUche 33 Ws 55, 
wobei die chemische VerknUpfung durch in den kom- 
ptemenUiren Bereichen anstelie von Nukleotiden be- 
mitzte vereweigte Nukleotidanatoga gcbildel ist. 

57. Medikameni nach einem der Arsspriiche 33 bis 56, 
wobei zur Hersleliung der ehemischen VerknUpfung 
mindestenes cine der folgenden Oruppen benulzt wird: 
Mcthylcnblau; birunktionelle Gruppon, votzugsweiso 
Bis-C2-chlorethyl)-amin; N-acetyi-N'-(r>-glyoxyl-ben- 

7tjyl)-cy»iimin; 4-Thiounscil; Psoralen. 

58. Medikameni nach einem der AnsprUche 33 bis 57, 
wobd die chemische VerknUpfung durch an den Bndert 
ties doppels irUngigert Bereichs vorgesehene Thiophos- 
phoryi-Gruppen gebitdei ist. 

59. Mcdikamcnt nech cincm dcr AnsprUche 33 bis 58, 
wobei die chemische VerknUpfung an den Enden des 
doppelstrfingigen Bereichs vorgesehene Tripelheiix- 
Bindungen sind. 

60. Medikameni nach einem der Aruprflche 33 bis 59, 
wobei die dsRNA an mindestens cin von cincm Virus 
starnmendes, davon abgeleitetes oder ein syntheliseh 
hergestelltes virales HUllproteln gebunden, damit asso- 
riiert oder davon umgeben ist. 

61. Medikamem nach einem der Ansprtlche 33 bis 60, 
wobei das HUUprotein vora Polyomavirus abgeteitei 
ist. 

62. Medikamem nach einem der AnsprUche 33 bis 61, 
wobei das Hlitiprolein das Virus-Proieln I (VP!) und/ 
oder das Virus-Protein 2 (VP2) des Polyoinaviwi enl- 



DE 199 56 568 A 1 



n 



12 



63. Medikamem nach cinem der Anspruche 33 bis 62, 
wobei be! Biidung etaes Kapsids Oder kapsidartigen 
Oebildes aus dcm Hflilprotein die cine Seite zam Inne- 
ran da Kapstds oder kapsidartigen Ocbildcs gcwandi S 

isL 

64, Mcdikamcni nach cincm dcr Anspruche 33 bis 63, 
wobei die djRNA zum prirnttren oder proze«ienen 
RNA-'iYanskripi des Zielgens komplementarisi. 

65. Mcuikttmeni Bach einem der Anjprucbc33bis64, 10 
wobei die ZcUc eine Vertcbratenzelle Oder eine 
mcnschlfchc Zciic ist. 

66, Verwendung eines Ou'goriboriukieolids {dsRNA) 
mil doppehuangiger JJtroktur rur HersteHung eines 
Medikamems zur Hemmung der Expression eines vor- U 
gegebenen Zielgeai, wobei ein Strang der dsRNA zu- 
mindest abschmiisweise kosnplementar zum Zielgen 
is!, 

67. Verwendung tines Vbkiora iur Kodicrung Oligori- 
bonukleaide (dsHJJA) mil doppelstrtingiger Siruktur » 
7w ffcrstellung cincs Medikamenu r.ur Hemmung dcr 
Expression eines vorgegebenen Zielgens, wobei ein 
Strang dcrdsRNA zumindest abschnUuweise komple- 
meniUr-tu diesem fjert 1st. 

68, Verwendung nachAnspruch 66 oder 67, wobei die a 
dsRNA vcrpackl in micellarc Strukturcn, vormigswctsc 

!n Lipojomen. vorliegi, 

69, Verwendung nach Anspruch 66 oder 68, wobei die 
dsRNA in vixale naiurliche Kapside oder in auf chemi- 
schem oder enzymaiisehem Weg hergeaeUie kflnssH- 30 
ehe Kapiide oder duvon abgeletlete Slrukturen etnge- 
schiossen Isl. 

70. Verwendung nach cincm dcr Ansprilche 66 bis 69, 
wobei dsRNA 10 bis 1000, voraugsweise 15 bis 49, 
Bsjcnpsare aufwcisl, » 
7 ! . Verwendung nach einem der Ansprilche 66 bis 70, 
wobei das Zitlgen in eukaryonUscben Zellen expri- 
tnicrbar isl. 

72. Verwendung nach einem der AnsprUche 66 bis 71, 
wobei das Ziclgen aus dcr folgcnricn Oreppc ausgc- « 
wflhlt 1st: Onkogen, Cytokln-Gen, id-Protein-Gen,Em- 
wicktungsgen, Priongtn. 

73. Verwendung nach einem dcr Ansprilche 66 bis 72, 
wobei das Ziclgen in pathogenen Organismen, vor- 



74. V 



mder Ansprilche 66 bis 73, 



wobei das Ziclgen Beslandtcil cincs Virus oder Viroids 
ist. 

75. Verwendung nach Anspruch 74, wobei das Virus 
ein humanpashogenes Virus Oder Viroid ist S 

76, Verwendung nach Anspruch 74, wobei das Virus 
oder Viroid ein lier- oder pRanienpaihogeiws Virus 
odtr Viroid ist. 

mder Ansprilche 66 bis 76, 



gebildel 1st. 

78. Verwendung nach einem der Anspruche 66 bis 77, 
wobei der komplementare Berctch aus zwei separaien 
RNA-EintdstriSngcn oder aus sclbstkoraplcmeniarca 
Bereichen eines, vorzugsweise zirkular ausgebildeten, #> 
topologisch gesehiossenen RNA-Einzclstringi gcbil- 
deiisL 

79. Verwendung nach einem der Ansprilche 66 bis 78, 
wobei der komplemcnlBre Bercich aus selbsikoritple- 
menlttren Bereichen eintr RNA-Haam&delschleife ge- SS 
bitdel winl 

80. Verwendung nach einem der Anspruche 66 bis 79, 
wobei die Nukleotlde tin Schleifenbereich awisehen 



der doppelsuimgigen Strukiur zum Schutz vor Abbau 
chemisch ntorunrjert sind. 

81. Verwendung nach einem der Anspriiche 66 bis 80, 
wobei die Enden dex dsRNA modiflziert stnd, urn ei- 
nem Abbau in dcr Zclle oder cirtcr Dissosdalion in die 
EinzelstrSnge entgegenzuwLrken. 

82. >&rwendung n«ch cincm dcr Ansprilche 66 his 8! , 
wobei der durcb die Nukleolidpaare bewirkte Zusarrc 
menhalt des komplemenuiren Bereichs durch minrie- 
siens eirte, voreugsweise zwei, welierc chernische Ver- 
knupfungen erhbht ist. 

83. Verwendung nach cincm dcr Ansprilche 66 bis 82, 
wobei die ehemisebe Verkntlpfung durch am kova- 
lenut oder iontsche Bindung, cine Wasserstoffbrifcken* 
bindung, hydrophobe Wechsdwirkungen, vonugs- 
weisc van-der-Waals- oder Suipeiungswechselwirkun- 
gen, oder durch MetalMonenkoordination gebildel isu 
64. \ferwendimg nach einem der Anspruche 66 bis 83, 
wobei die chcmischc VcrknUpfung sn rnindestens ci- 
nem, voreugsweise an beiden, Enden des Jtompteraen* 



ig nach einem der Ansprilche 66 bis 84, 
wobei die chcmischc Verkntlpfung miuels tiner oder 
inehrerer Verbindongsgruppen gebildel Is!, wobei die 
Verbinduflgsgruppen voreugsweise ft>ly-(osyphosphi- 
nkooxy-l,3-propandio!)- und/odcr Polyelhyicnglycol- 
Ketten sind. 

86. Verwendung nach cinem dcr Anspriiche 66 his 85, 
wobei die chemische VcrknUpfung durch in den kom- 
plementareo Bereichen nnsielie von Purinen benuuio 
Purinanaloga gebildet isl. 

87. Verwendung nach einem der Ansprilche 66 bis 86, 
wobei die chemische VcrknOpfung durch in den kom- 
plemeniartn Bereiche eingefuhrte Azabcnzoieinhcitcn 
gebildet isi. 

88. Verwendung nach einem der Anspriiche 66 bis 87, 
wobei die chemische VerknUpfung durch in den kom- 
piemenlHren Bereichen aralcllc von Nukieoiiden be- 
nulzie verzwelgtc Nukleoddanalogo gebildet isl 

89. ^rwendung nach cinem dcr Anspruche 66 bis 88, 
wobei zur Hersiellung der chemischers Verkntlprung 
mindeslcncs eine der fotgenden Gruppen benum wird: 
Methylenblau; bifunkiionelte Oruppen, voreugsweise 
Bis-(2-ch loreihyll-Brein; N-accty!-N*-(p.glvo)ty 1-btn- 
ioyl)-cystttinin; 4-Thiouracilt Psoralen. 

90. Verwendung nach einem der Ansprilche 66 bis 89, 
wobei die chcmischc VcrknUpfung durch an den Enden 
des doppelsirfingigen Bereichs angebrachte Thiophos- 
phoryi-Uruppcn gcbllrtci is*. 

91. Verwendung nach einem der Anspruche 66 bis 90, 
wobei die ehcrrdschs VcrknUpfung an den Enden des 
doppelslrttngigen Bereichs durch TripcBielix-Bindun- 



92. Verwendung nach cincm dcr Ansprilche 66 bis 91, 
wobei die dsRNA an mindesient ein von einem Virus 
stimmertdes, davon abgeleitetes oder ein synihttisch 
hergesietites virales HDllprotein gebunden, damil asso- 



:h cincm dcr AnsprUchc 66 bis 92, 
wobei das HUliprotein vom Potyomavirus abgeleilcl 
isi. 

94. Verwendung nach einem der Ansprilche 66 bis 93, 
wobei das HllUprotein das Virus-Protein 1 (VP1) und/ 
oder das Virus-Protein 2 (VP2) des Polyomavirus em- 
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ren des Kajuids oder kapsidwiigcn (Jebtldej gewantft 
in. 

96. Vtarwendung nach einem der Anjprtlcbc 66 bis 95, 
wobei die diRNA mm prlmSren oder proKuierten 
RNA-TVimskripi dcs Zidgcia Itomptcrocnliir IjL i 

97. Verwendung tisch einem der Ansprtlche 66 bii 96, 
wobei die Zcllc cine Vcrtcbrmicracllc oder cine 
mcnsehlichcZelle i»t. 

98. Verwendung neeh einem der Anjprtkhe 66 bis 97, 
wobei das Mediitwneni in die Btulbahtt oder dm Inier- 10 
ititium dcs iu iherapierenden Organtimui injuierbar 

99. Verwendung nach einem der Aiuprttehe 66 bh 98, 
wobei die dsRNA br.w. der lie kodicrende Vfektor in 
Bakterien oder MikroorgaiJhmen sufgenommen sind, is 

100. Verwendung nwh einem der AnaprUcbe 66 bu 
99, wobei der kompleasemltre Bexeich hochiiera 49 
aufeinanderfolgende NukSeotldpfuu* KifwelsL 
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Treatment and medicine for the inhibition of the expression of a given gene. 

The invention concerns a treatment according to the genus of claim I. It concerns, 
moreover, a medication and the usage of a double stranded oligoribonucleotide. 

Such a treatment is known from the published WO 99/32619. The familiar treatment 
targets the inhibition of the expression of genes in cells of invertebrates. For this it is 
necessary that the double stranded oligoribonucleotide shows an identical sequence with 
a length of at least 50 bases, to that of the target gene. To attain an efficient inhibition a 
length of the identical sequence of 300 to 1000 base pairs are necessary. The cost of 
producing such an oligoribonucleotide is very high. 

The DE 196 21 919 C2 describes an anti-sense-RNA with special secondary structures, 



coding vector. With the anti- 
complementary to areas of the 



whereby the anti-sense-RNA is present in the form of a c 
sense-RNA one is dealing with a RNA molecule that is c 

mRNA. By connecting to these areas the inhibition of the gene expression is brought into 
effect. This inhibition can, in particular, be used for diagnosis and/or therapy of 
sicknesses, e.g. tumor sicknesses or viral infections. The anti-sense-RNA unfortunately 
must be delivered to the cells in large quantities, which are at least as large as the amount 
of mRNA. The effectiveness of the familiar anti -sense-treatment is not particularly high. 

A medication is known from US 5,712,257 that contains incorrectly paired double 
stranded RNA (dsRNA) and biologically active incorrectly paired pieces of dsRNA in the 
form of a ternary complex with a surface active agent. The dsRNA used consists of a 
synthetically produced nucleic acid single strands without a defined vase sequence. The 
single strands are not in regular so-called "Not-Watsonj-Crick" base pairings with each 
other so that incorrectly paired double strands are formed. The known dsRNA is used for 
the inhibition of the propagation of retroviruses, such as HIV. The propagation of the 
virus can be inhibited if dsRNA mat is not sequence specific is delivered to the cells. This 
leads to an induction of interferon, through which the v^rus propagation is supposed to be 
inhibited. The inhibiting effect as well as the effectiveness of this treatment is small. 

| 

From Fire, A. et al, NATURE, Vol. 391, pp. 806 it is known that dsRNA, of which one 
strand has sections complementary to a gene of a filament worm that is to be inhibited, is 
highly effective in inhibiting that gene. The view is that, the special effectiveness of the 
dsRNA used in cells of the filament worm is not basedjon the anti-sense-principles, but 
instead are possibly the result of the catalytic properties of the dsRNA, or the induced 
enzymes. Nothing is mentioned of the effectiveness of specific dsRNA relating to the 
inhibition of gene expression, especially in mammal arid human cells, in this article. 

The task of this invention is to eliminate the disadvantages according to the status of 
technology. It should especially specify a treatment and medication as efficient as 
possible, as well as a procedure as efficient as possible to produce a medication, with 
which a especially effective inhibition of the expression of a given gene is possible. 
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This problem is solved by the characteristics of the claims 
Advantageous designs arise from claims 3 to 32, 35 tc 



1,2, 33,34 and 66 and 67. 
65 and 68 to 100. 



According to the requirement of the procedural side of the invention the area 
complementary to the target gene can have at the most 49 consecutive nucleotide pairs. 

The oligoribonucleotides the invention is dealing with are such that they at least show a 
defined nucleotide sequence in sections. The defined section can be limited to the 
complementary region. However, it is also possible that the double stranded 
oligoribonucleotide show a defined nucleotide sequence as a whole. 

It has surprisingly been shown, that already with a length of the complementary area of at 
most 49 base pairs can achieve inhibition of the expression of the target gene. 
Appropriate oligoribonucleotides can be supplied with a low manufacturing cost. 

In particular dsRNA with a length of more than 50 nucleotide pairs induce specific 
cellular mechanisms in the human and mammal cells, e.g. the dsRNA dependent protein 
kinase or the 2-5A-system. That leads to the elimination of the interference effect caused 
by dsRNA with one defined sequence. This causes the protein biosynthesis in the cell to 
be blocked. This disadvantage is eliminated by this particular invention. 

Furthermore, the uptake of dsRNA with a short chain length into the cell or the cell 
nucleus is easier as opposed to the long chained dsRNAs. 

If the dsRNA is used as an active ingredient it has proven to be advantageous to pack the 
dsRNA in micellular structures, preferably in liposomes. The dsRNA can also be 
enclosed in natural viral capsids, capsids produced in ah enzymatic way, capsids 
produced chemically or structures derived from them, the aforementioned characteristics 
make it possible for the dsDNA to infiltrate the given target cells. 

According to another arrangement characteristic the dsRNA has 10 to 1000 preferably 15 
to 49 base pairs. Te dsRNA can therefore be longer than the complementary region of the 
target gene. The complementary region can be arranged terminally or can be activated in 
the dsRNA. Such a dsRNA or a similarly coded vector can be manufactured synthetically 
or through popular enzymatic techniques. 

The gene to be inhibited is expediently exprimated into eukaryotic cells. The target gene 
can be chosen from the following group: oncogene, cytokine gene, id-protein-gene, 
development gene, prion gene. It can also be exprimated into pathogen organisms, 
preferably Plasmodium. It can be part of, preferably human pathogens, virus or viroids. 
The proposed medicine allows the therapy of genetically controlled diseases, such as 
cancer, viral sicknesses or morbus Alzheimer. 



The virus or viroid can also be a animal or plant pathogen virus or viroid. In this case the 
drug pertaining to the invention allows the treatment of animal and plant sicknesses as 
well, j 



According to another design characteristic the dsRNA takes on a double stranded form in 
some sections. The complementary section is formed from two separate RNA single 
strands or from a self complementary sections of a, preferably circularly shaped 
topoiogically closed RNA single strand. 

The ends of the dsRNA can be modified in order to counteract degradation in the cell or 
dissociation in the single strands. Dissociation occur s especially when using low 
concentrations or short chain lengths. For particularly effective inhibition of the 
dissociation the cohesion resulting from the nucleotide pairs in the complementary region 
can be increased through at least one, preferably two, farther chemical catenations. The 
dsRNA pertaining to the invention, whose dissociation jis lessened, shows a higher 
stability against enzymatic and chemical degradation hi the cell as well as the organism. 

i 

In particular, with the use of the vector pertaining to the invention the complementary 
section can be formed of self complementary regions or a RNA hairpin loop. The 
nucleotides are chemically modified in the loop region between the double stranded 
structure in order to protect from degradation. 

The chemical catenation is expediently formed of a coyalcnt or ionic bond, a hydrogen 
bridge bond, hydrophobic interactions, preferably van cjer Waals or stapling interactions, 
or through metal ion coordination. It can also be formed according to a very 
advantageous arrangement characteristic on one preferably on both ends of the 
complementary area. 

It has also proved to be advantageous for the chemical catenation to be formed by means 
of one or more bonding groups, where the bonding groups are preferably poly- 
(oxyphosphinicooxy-l,3-propandiol) and/or polyethylenglycol-chains. The chemical 
catenation can also be formed by purinanaloga used by purins in the complementary area. 
It is further of advantage, that the chemical catenation in the complementary section'is 
formed by the azabenzol units released into the complementary area. Furthermore, it can 
be formed by the branched nucleotide analoga present instead of nucleotides. 

It has also be shown to be expedient, that for the creation of the chemical catenation at 
least one of the following groups be used: methyl blue, bi-functional groups, preferably 
bis-(2-chlorethyl)-amine; N-acetyl-N'-(p-glyoxyl-benzoyl)-cystamine; 4-thiouracil; 
psoralen. Further, the chemical catenation can be formed by thiophosphoryl groups 
placed on the ends of the double stranded section. The chemical catenation is preferably 
created by triple helix bonds on the end of the double strand section. 



The chemical catenation can expediently be induced by 



ultraviolet light. 



According to another especially advantageous form it is designed so that the dsRNA is 
bound associated or surrounded by at least one viral envelope protein taken from a virus 
or synthetically manufactured. 

The envelope protein can be derived from the polyomavirus. It can contain the envelope 
protein of the virus protein 1 (VP1) and/or the virus protein 2 (VP2) of the polyomavirus. 
The aforementioned characteristics make is considerably easier to introduce the dsRNA 
into the cell. j 

Preferably one side is turned towards the inside of the capsids or capsid-like structure 
during the formation of a capsid or capsid-like structure out of the envelope protein. The 
construct formed is especially stable. 

The dsRNA can be complementary to the primary or to the processed RNA-transcript of 
the target gene. The cell can be a cell of a vertebrate or a human cell. 

Futhermore, according to the requirements of the invention a drug with at least one 
oligoribonucleotide with a double strand structure is needed for the inhibition of the 
expression of a given gene, where one strand is at least partially complementary to this 
gene. It has surprisingly been shown that such dsRNA is suitable as a drug for the 
inhibition of the expression of a given gene in human cells. The inhibition already takes 
effect when concentrations of it are used that are at least one order of magnitude smaller 
than those used when using single stranded oligoribonucleotides. The drug associated 
with the invention is highly effective. Few side effects are anticipated. 

According to further requirement of the invention a dn g with at least one vector for the 
coding of double stranded oligoribonucleotides (dsRNA) for the inhibition of the 
expression of a given gene is provided for, where one strand of the dsRNA is at least 
partially complementary to this gene. The proposed drag shows boasts the 
aforementioned advantages. Through the usage of a vector manufacturing costs can be 
saved. j 

One especially advantageous design is that the complementary area has a maximum of 49 
consecutive nucleotide pairs. It has surprisingly been shown that already with a length of 
the complementary section of a maximum of 49 base pairs a efficient inhibition of the 
expression of the target gene can be achieve. Corresponding oligoribonucleotides can be 
made available at a low production cost. (Note; This paragraph has a line by its side, 
perhaps to draw attention to it) . 

According to further requirements of the invention the use of double stranded 
oligoribonucleotides is necessary for the production of a drug for the inhibition of the 
expression of a given gene, where one strand of the dsRNA is at least 'partially 
complementary to this gene. Surprisingly such a dsRNA is suitable for the production of 
a drug for the inhibition of the expression of a given gene. When using dsRNA the 
inhibition takes place with a concentration that is at least one order of magnitude smaller 
than the concentration needed of a single stranded oligoribonucleotide. The procedure 



associated with the invention therefore makes the production of especially effective drugs 
possible. 



According to further requirement of the invention, the 
stranded ofigoribonucleotides (dsRNA) for the production 
of the expression a given gene is prescribed, where a 
partially complementary to the gene. The use of a 
therapy possible, 



use of a vector to code double- 
of a medicine for the inhibition 
strand of the dsRNA is at least 
a very effective gene 



vector makes a 



When considering the advantageous designs of the medicine and its use reference will 
made to the preceding characteristics. 



By means of conventional methods one of the only sequence protocol apparent RNA 
single strands was cnzymaticaUy synthesized. 



was synthesized. Subsequently the 
was combined into dsRNA. The 
ander the control of the 



In addition the RNA single strand complementary to it 
single strand and the single strand complementary to it 
dsRNA produced contains a particular DNA sequence c 
"immediate early gene" promoter of the cytomegalievirus. 

Experimental Protocol 
A plasmid vector was constructed, with which the necessary dsRNA could be produced, 
For its construction oiigodesoxyribonucleotides were used as primers for a polymerase ' 
chain reaction (PCR), of which one sequence contained a EcoRI interchange and the T7- 
RNA-polymerase-promoter (5'- GGA ATT CTA ATA CGA CTC ACT ATA GGG CGA 
TCA GAT CTC TAG AAG - 3'), and the other contained a BamHT-interchange and the 
SP6~RNA-Polymerase-promoter (5' - GGG ATC CAT TTA GGT GAC ACT AT^ 
TAC CCA TGA TCG CGT AGT CGA TA-3 1 ). Furthermore this primers contain 
identical or complementary areas on their 3'-ends for the "positive control DNA* of the 
HeLaScribe Nuclear Extract in vitro transcription kit of the firm Promega, that can be 
acquired by purchase, that also serves as a template for the PCR. The length of the DNA 
fragment amplified in this way was 400 base pairs, where 340 base pairs qualified as 
"positive control DNA". After PCR the product was cut with EcoRI and BamHI. The 
vector pUC18 served as a cloning vector for the PCR product obtained. A transformation 
of E. coli XLl-blue took place. Plasmid DNA of a chosen clone, whose sequence was 
reviewed using partial sequencing, was linearized using EcoRI and BamHI and was used 
as a stencil for a in vitro transcription with SP6- and T7-RNA-polmerase (riboprobe in 
vitro Transcription Systems, Firm Promega). 



For hybridizing the following occured: 500 uL of singl 
was precipitated through centrifugation, the dried pelle : 
buffer (ph 6.4) in the presence of 80% Formamid, 400 
of the complementary single strands was put together 
degrees Celsius. Next the rudiments were incubated at 



e strands RNA kept in ethanol and 

taken up in 30 uL PJPES- 
: nM NaCl and ImM EDTA, 1 5 uL 

" heated for 10 minutes at 85 
>0 degrees Celsius overnight and 



dsRNA, the single strand RNAs 
. this 300uLTris, ph 7.4, 300mM 
2 uL RNaseTl (290 uL/ml was 
or 1.5 hours at 30 degrees Celsius. 
Proteinase K (20 mg/ml) and 10 
Celsius. The dsRNA was purified 
tried pellet was taken up in 15 



Then 



was then cooled to room temperature. To maintain pure 
were broken down by single strand specific RNase. For 
NaCl and 5mM EDTA 1,2 ul RNaseA (10 mg/ml) and ' 
added lo all rudiments. The rudiments were incubated i 
Afterwards the RNasen were denatured by adding 5 uU 
uL 20% SDS and incubated for 30 min at 37 degrees 
using phenol extraction and precipitated with ethanol. 
uL TE-buffer, pH 6.5. 

Test Sys tem with human cell nucleus extract 

While using the HeLaScribe Nuclear Extract in vitro transcription kit of the firm 
Prornega the transcription efficiency of the DNA fragment mentioned above ("positive 
control DNA ) was determined in the presence of both single stranded 
^ribonucleotides as well as the dsRNA. This took place by means of the radioactivity 
r u 2 ~™ " f substrate incorporated into the "run off transcripts. The separation 
of the free GTP of the transcript created was made by gel electrophoresis. The analysis of 
the gel occurred with the help of a radioactivity detector (instant imager). 

Result and Conclusion f 

A clear decrease in the amount on the transcript in the presence on dsRNA was seen in 
comparison to the control rudiment with RNA as well as to the rudiments with single 
stranded RNA. The effectiveness of the dsRNA could be reached even with the addition 
of snail amounts (approximately 1 uL) The inhibiting effect of single stranded ami sense 
RNA could not be proven in this system as the inhibition takes place on the level of the 
translation. The transcription was examined here. The hereby first time reduction in a 
human cell of the transcript amount of a gene in the presence ofdsRNA clearly shows an 
inhibition of the expression of the corresponding gene. This effect can be lead back to a 
new mechanism contingent on dsRNA. 



